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加えるo　サーマルサイクラ-を用いて70℃､ 10分間インキュベ-ト後､ 5×first stand
buffer､ 0.1MDTT､ 2.51nM dNTP､逆転写酵素(MMLV)を混合した揺曳記を､前記
























































































5 I-ACTGAGCC AGATTGTTTCGATGT-3 ●
5 --TGCCATTAGC AATTGCATCTCCT-3 -
5-CTCAATGGTCAAGAAGAAGCCT-3'
5 -CTTGTCCATCTCTTGTCCTGTA-3 I
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ドに検索､ 2) BLASTによってヒトTNトα (XO1394) ､ヒラメTNF-α (ABO40449)と
相同性が認められる配列の検索を行い､ TNF-α homologueを検索した｡
結畢
キーワードによって検索したところ､竜データベースともにTNF ligand/ receptor s
uperfamilyやTNF受容体の細胞内部分に結合し情報伝達に関与･するTNF receptor assoc












ヒラメ(ABO40449) ､ウシ(AFO11926) ､ヒツジ(Ⅹ56756) ､ウマ(ABO35735) ､
イヌ(S74068) ､ウサギ(M12845) ､マウス(XO2611) ､ヒト(XO1394) TNF-αの
アミノ酸配列中､よく保存されているアミノ酸配列Trp-Tyr-Glu-Pro-lle-Tyr-Leuから推
測される塩基配列TGGTAYRANSCNRTNTAYYW (Y-T or C, 良-A or G, S-G or




4 PolyNucleotide Kinaseによって末端のリン酸基をRI標識した｡ FastTrack⑧ 2.OKit (i
nvitrogen)を用いて牌臓よりmRNAを抽乱し､ SuperScriptTM Plasmid System with Ga
tewayTM Tech1010gy fわr CDNA synthesis and Cloning (lnvtrogen)によってcDNAラ
イブラリーを構築した｡平板寒天LB培地(アンピシリン50pg/ml)にフィルターとし
てバイオダインA甲132mm (0･2Llm) (Gelman Laboratory)敷き､ 5万コロニーとな
るように大腸菌cDNAライブラリーを播種しオリジナルフィルターとした｡レプリカ
を2枚とり､クロラムフェニコール添加培地で培養後､溶菌し､ DNAをフィルターに
転写した｡レプリカフィルターを5×SSPE (1 × SSPE - 150 mM NaCl/8.65 mM NaH
2さ04, pH 714)､ 10×Denhart-S (DH) solution (1 × DH solution - 0.02% Polyvinyl
pymolidione /0･02% Ficoll /0･02% bovine serum albumin)､ 1% SDS､ 100Llg/ml sermon
sperm (ss) DNA条件下でプレハイプリグイゼ-ション後､同条件下でRI標識した





㊨ Miniprep (Qiagen)によってプラスミドを柚,VJL､ sequitherm EXCELTMII DNA
Sequencing Kit-LC (Epicentre)を用いてSp6またはT7 promorter primerによって配列を
増幅後automatic DNA sequencer LC4200 (Li-Cor)で配列を読み､インサートの配列を




S14 lHomo sapiens]､ Rfwdl-prov protein lXenopus laevis]､ putative branched-chain a
mino acid transport system permease protein lBordetella bronchiseptica RB50]､ Gallus






ものを低発現細胞､単離後､最終濃度で細胞: lxlO7 cells/ml､ Con A : 70ug/ml､ pho
rbol 121myristate 13-acetate (PMA) : 35pg/mlをFBS10%添加RPMI1640培地中､ 39℃､
5%CO2条件下で1､ 2､ 3時間培養したものを高発現細胞とした｡それぞれの細胞より
･RNA抽出を行い､低発現サンプルはM-MLV Reverse Transcriptase (Invitrogen)によ
って逆転写しcDNAを作製した｡高発現サンプルは01igoteXTM-dT30 (Roche)を用い
てmRNAを精製し､ superscriptTM Ⅱ RNase H- Reverse Transcriptase (lnvitrogen)に
よって逆転写し､ DNA ligase (lnvitrogen) ､ DNA polymerase I (lnvitrogen) ､ Rnas
eH (Takara)によって2本鎖DNAを作製した｡ T4 DNA polymerase (BioLabs)によっ
て末端を平滑化し､ Ligation kit ver2 (Takara)によってEcoR I爪Ot l adaptor (lnvitr




クロロフォルム抽出後エタノール沈殿させ､ Ligation kit vcr.2 (Takara)を用いpUC1
18 DNA EcoR I /BAP (Takara)に導入したo XL2-Blue ultracompetent cells (Stratag









子と相同性があるか確かめたところ､配列が読めたものには､ similar t｡ SOCS box_c
ontaining WD protein SWiP-2 lRattus norvegicus]､ kruppel-related zinc finger protein､
NADPH:quinone reductase and related Zn-dependent oxidoreductases [Trichodesmium e
rythraeum IMSIOl]､ Exonuclease V gamma subunit [Desulfitobacterium hafniense]の4
種類のcDNA配列が確認された｡しかしながらTNトα homologueは確認できなかった｡
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試験2-2　鶏Tumor necrosis factor like ligand (TL) 1Aのクローニング
方法と材料
ヒトTNF-αと相同性が認められたESTデータベース上のcDNA配列(No_ 332885.1.)
をもとに設計したプライマー､ forward 5'-CCT GAG TTA TTC CAG CAA CGC A_
3'､ reverse 5'-ATC CAC CAG CTT CAT GTC ACT AÅc-3'292 bp (核酸の408
番目から699番目､ accession No. AB194710)を用いてReverse transcriptase-polymeras
e chain reaction (RT-PCR)によって逆転写したLPS刺激鶏牌臓cDNAを鋳型にPCRを行
った｡ pCRはTaKaRa Ex Ta句 (Takara)によってサーマルサイクラ-を用いて94　oCを
30秒, 60 oCを1分､72 LJCを1分､を33サイクル繰り返し､DNAを特異的に増幅した｡
PCR産物はpCR2.1ベクター(Invitrogen)に導入し､クローン化し､ Sequitherm EXCE
LTMII DNA Sequencing KiトLC (Epicentre)を用いてT7 promorter primerによって配列
を増幅後automatic DNA sequencer LC4200 (Li-Cor)で配列を読み､鶏TLIAの部分配列
であることを確認した｡このPCR産物をプローブとした｡プローブはα-32P CTPを基
質とし､ BcaBestTM labeling kitを用いてリン酸をRl標識した｡ FastTrack⑧ 2.OKit (ln
vitrogen)を用いて牌臓よりmRNAを抽出し､ superscriptTM Plasmid System with Cat
ewayTM Technology f♭r CDNA synthesis and Cloning (Invtrogen)によってcDNAライ
ブラリーを構築した｡フィルターを第2章､第2節と同様に作製し､スクリーニングを
行った｡ただし条件は､ハイプリグイゼ-ションが4×SSPE､ 10×DH､ 1%　SDS､ 100
lLg/ml ssDNAで42℃､ 16時間､洗いが4×SSC (1×SSC - 150 mM NaCl 15 mM trisodi
um citrate)､ 0.1% SDSで室温､続いて1×SSC､ 0.1% SDSで65 oC､で行った｡得




動物のTNF-α､ Iymphotoxin (LT) -cL､ LT-B､ Fas ligand､ TLIAおよびTNF ligand sup
erfamilyのアミノ酸配列を､ Hironoらの論文(Hirono et a1, 2000)を参照にして､ gap
opening penalty lO､ gap-extension penalty 0.05､ delay divergent sequences 40%およ
びタンパク質量matrix (BLOSUM series)の条件卜でCLUSTAL Wによって位置合わ


























これら組織よりtotal RNAを抽出し､ cDNAを作製し､ the iCycler i(∋ Real Time Detec
tion System (Bio-Rad Lab.)を用いてrea1-time RT-PCRによって鶏TLIA mRNA発現


































1 :一一一- - - -一一MDHGAEZTL-EEASATGQAS-RMHZKEDLR-R-MRCAy iL∈_L一一-一一　38




1 :MEGYAMTPED- -MERGPVYNT-TVTAVAEGKASRGWIJW-一一- -一一RLCGV一一LL- =AGLC　47
39 : -tJ基VもLもみ一旦P_ZA-Yも1 - I -_IJ基GNLRAPTS-CPQVVDERSSHFLKQR- - - - -AVAAV-T　83
43 :IJLPF- -LAGLT-T-YL一一- -LVSQLRAQGEACVQFQALKGQEHFAP一一一-一一SHQQV-Y　85
35:LFSFLーH一一一一一一=V--AGATT-一一一LF-CL一一--'LHFGV-=GPQREEFPRDLSL=S　71
15 :LGGVLAFSWYTNKSEMMTQSGQTAALSQKD-CA-EKTEP一一一一一一一1 --- I -- - --HN-T　54
48:AAAALLFA---I-一一-WCQHGRPST-------MQDEZEPQIJE=IJ=GA-一一一一一KDTHH-T　85
84 : -DTL-PSAE一一1 - - -KPRAHLTVKKQEPSSTTGSHIJP=LQIWEDKRGILAFTKmLSYSS 133
86 : -APLIRADGD- I - - 1KPRAHLTVVRQTPTQHFKNQFPALH-WEHELG-IJAFTKNRMNYTN 136
72 : PLAQAVRSSSRTPSDKPVAHV-一一Ⅴ- -ANP一一QAEGQ- LQWIJNRRANAL- LAN-GVELRD 12 i
55 : -LRQ- =SSRA一一一1 -KAA=H- - - -LEGRDEEDEETSENKLVWKNDEG-IJAFTQGGFELVD 102
86 : -LKQ-=AGNA- =一一m=H一一一一LEG一一EYNPNLSADTVQWRKDDG-QAFSQGGFELQG 131
★     ★
134 :NAIJVZPVSGDYYVYAQVTFR1 - -- - I- I - I - -GPSDTSSKTSSVTAVZ-TKVTDSYPEPT 180
137 : KFLLZPESGDYFZYSQVTFRGMTSECS-EZRQA-GRPNKPDSZTVV=-TKVTDSYPEPT 192
122 :NQLVVPSEGLYL=YSQVLF=一一一- - - -KIGQGCPSTHVLLTHT=SR-ZAVSYQTKV 167
103 : NH工工工PRSGI｣YFVYSQASFRV一一一SCSSDDADDGKEAAEKHLTS工SHRVWLFTESLGTQV 15 9
132 :NQZLZPHTGLFFVYSQASFRV-一一KCN- I- - -- -SPGE-HTTPLSH==WRYSDS=GVNA 179
★   ★       ★  ★   ★                                                       ★
181 : QLLTSTKTLSEERNN- I I - -日一一WFQP=YLGAVVSLE=GDKLMVNVSD=KLVDYTKEHK　231
193 : QLLMGTKSVCEVGSN- I I I I I - -WFQPZYLGAMFSLQEGDKLMVNVSD=SLVDYTKEDK　243
16 8 : NLLSAtKSP H CQRETPEGAEAKPWYEP=YIJGGVFQLEKGDRLSAE=NRPDYLDFAESGQ　22 5
16 0 : SLMSAVRSACQKSQEDAYRD- GQGWYNAZYLGAVFQLNEGDKLWTETNMLSELETESGK1 2 17






























Chimpanzee LT - α
























TNF-α ､ lynphotoxin-α (LT-α)､ lymphotoxin-β (LT-β )､ Fas ligand､ TLIAおよび数種
の鶏TNF ligand superfamilyのアミノ酸配列の系統樹を示した｡配列はCLUSTAL Wを用い
て､ Hironoらの論文(2000)を参考にgap opening penalty 10､ gap-extension penalty 0.05.
delay divergent sequences 40 % and protein weight matrix (BLOSUM series)の条件で位置合
わせを行った｡その結果を元に系統樹を描かせ､枝分かれの間にUPGMA系統樹の
Bootstrap probabilities(%)を示した. TNF ligand superfamilyに属するDrosophila Eigerを
outgroupとして用いた｡
-34-
2､ 0.5mM各プライマー､ 0.5×SYBR green master mix(BioWhittake Molecular Applica
tions)で94℃､ 3分続いて94 ℃を30秒､ 60 ℃ (鶏TLIA)または65℃ (GAPDH)を1





ChTLIA, estimated product size 292 bp (nucleotides from 408 to 699, AB194710): 5'
_ CCTGAGTTATTCCAGCAACGCA -3'および5'- ATCCACCAGCTTGATGTCACTAA
C-3';








































発現ベクターpGEX-5X11 (Amersham)に組み込むため5'末端にそれぞれEcoR I ､ Xh
o I制限酵素認識部位を設けた｡ pCRは絶節の条件下で行いDNAを特異的に増幅した｡
また前節同様pcR2.1ベクター(Invitrogen)に導入し､クローン化し､ Sequitherm EX
CELTMll DNA Sequencing Kit-LC (Epicentre)を用いてM13 reverse､ T7 promorter pri
merによって配列を増幅後automatic DNA sequencer LC4200 (Li-Cor)で配列を読み､
鶏TLIAのORF全長であることを確認したo PGEX-5X11とクローン化したプラスミド
2Llg/mlをそれぞれ1U/Lil EcoRI　2pl､ 1U/いl Xho I 2い1で37℃､ 2時間処理し､ 0.8%ア
ガロースゲルで電気泳動後､ pcR2,1のインサート部分とpGEX-5X-lベクター部分を切
り出し､ QIAquick㊨ Gel Extraction kit (Qiagen)によってDNAをElution buffer 2卜1
に抽出し､ Ligation kit ver.2 (Takara) Solution I　2Plと混合し16℃で12時間反応させ､
PGEX-5X- Ⅰに鶏TLIAのORfを導入した｡第3章第1節の方法でOne Shot⑧ competent
cell (Invitrogen)に形質導入し､クローニングを行ったo
形質転換大腸菌を液体LB培地300mlで30℃､ 12時間培養後､ 100mM IPTG 1.8ml
添加し2時間誘導をかけた｡菌体を遠心によって回収し､ペレットを10%SDS 2mlで
懸濁後､ 5% N-Lauroylsarcosineinphosphate buffer saline (PBS) 0.5ml添加し超音
波処理し､さらにlM NaCI 0.5ml添加し､氷上に1時間おいた｡上沼より組換えタン




















































センターからいただいた｡また初代鶏線維芽細胞はSmith and Crittenden (1972)の
方法によって調整した｡それらを各処埋濃度において3繰り返しとなるようにl X 10
4 cells/well､ 10% FBS添加RPMl1640 50u/ずつ播種した0 37 oC､ 5% CO2条件卜で
一一一晩培養後､ 2% FBS､ 2ug/ml actinomycin D (Sigma)および第3章で作製した組換え
鶏TLIAをL929細胞に対しては0､ 0.02､ 0.05､ 0.2､ 0.5､ 2 Llg/ml,鶏初代繊維芽細胞
に対しては0､ 1､ 2､ 4､ 8､ 16Llg/mlの濃度で含むRPMI1640 50Lllを試験培地として添
加した.鶏初代繊維芽細胞に対しては4 ug/ml glutathione -S- transferase (GST)meg
















































Time after injection (hr)






投与した｡投与前および投与2､ 4､ 8､ 12､ 24時間後に採血を行い､ 4℃､ 3000Xg､ I
5分遠心分離によって血柴を得た｡血柴中の亜硝酸塩濃度を測定するため､ Vivaspin
concentrator with 5000 MWCO PES melpbrane (Vivascience)を用いて､ 5000 Molecul
ar weight以上のタンパク質をカットオフし､ NO2/NO3 Assay KiトC　Ⅱ (Dojindo)を用
いて吸光度を測定したoセルロプラズミン濃度はp-phenylenediamine colorimetrical me
thod (Sunderman and Nomoto, 1970)を用いて測定した｡ 2 mlの0.1 M酢酸バッファ
- (pH 6.4)に0.1 mlの血柴を加え､ 37℃で5分予温した0 27mM p-phenylenediamine
を基質として加え37℃で反応させ､正確に30分後1.5 Mアジ化ナトリウム50LLlを加
え反応を止めた｡ 0時間コントロールとして2 mlの0.1 M酢酸バッファー(pH 6.4)
に0.I mlの血柴を加え､ 37℃で5分予温した｡ 27mM p-phenylenediamineを基質として
加えすぐさま1.5 Mアジ化ナトリウム50plを加え反応を止めたものを用い､ 530nm
における吸光度の変化を測定した｡セルロプラズミン濃度は以下の式で計算した｡
セルロプラズミン(mg/1) - 752 × (absorbance of 30min reaction sample- absorbanc



























Time after injection (hr)
鶏TLIA投与時の血中(A)亜硝酸塩､ (B)セルロプラズミンおよび(C)α 1酸性糖タンパク質濃度を示し










TOUR ： Tohoku University Repository 
コメント・シート 
 
本報告書収録の学術雑誌等発表論文は本ファイルに登録しておりません。なお、このうち東北大学
在籍の研究者の論文で、かつ、出版社等から著作権の許諾が得られた論文は、個別に TOURに登録
しております。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
TOUR 
http://ir.library.tohoku.ac.jp/ 
 
